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摘  要 
 

听觉是生物体从外界环境获取信息的重要感觉功能，本研究以果蝇为模式

生物探究听觉转导的分子机制。此前研究发现 Piezo 家族蛋白具有机械力感受

功能，并介导果蝇幼虫的伤害性触觉，但不影响果蝇幼虫的听觉感受。本研究

通过分子生物学手段首次获得 PZL 基因的完整 cDNA 序列，发现 PZL 蛋白与

Piezo 家族蛋白序列一致性较高。结合 UAS/Gal4 系统及激光共聚焦显微成像技

术发现 PZL 基因在果蝇幼虫的听觉神经元中特异性表达。利用基因操作技术及

动物行为学手段发现经 RNAi 敲低 PZL 基因后，果蝇幼虫对声音刺激的反应无

明显变化，从而否定了 PZL 基因在听觉转导过程中的可能功能。提示 PZL 基因

可能参与其余与听觉系统相关的生理活动。 

 

关键词： 

果蝇，听觉，PZL，Piezo 

（关键词撰写要求：字号小四，1.5 倍行距，宋体。3-5 个关键词。） 
  



2 
 

Abstract 
 

Hearing is an important sensation for animals to obtain information about the 

environment. Here we studied the molecular transduction mechanism of hearing in 

Drosophila. Recent studies have revealed that Piezo proteins are mechanosensitive and 

have a role in mechanical nociception, while not engaging in sound perception. In our 

study, we obtained the complete cDNA sequence of PZL for the first time and found 

the peptide sequence of PZL highly identical with Piezo proteins. Combining the 

UAS/Gal4 system and confocal photography, we observed a specific expression of PZL 

in CHO neurons of Drosophila larvae. With transgenic methods and behavioral assays, 

we found no difference between wild type Drosophila and PZL knock-down mutations 

in response to sound stimuli and thus excluded the possible function of PZL in the 

molecular transduction of hearing. Our results suggest PZL may have other function in 

the auditory system. 
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一、前 言 

 

听觉是一种特别重要的感觉功能，生物个体从外界获取的信息量很大一部分

均来自于听觉，对于人类而言，更是语言发展、语言交流的基础。听觉形成中的

一个关键过程是内耳中的机械感受器将声波从机械振动转导为生物电信号。而这

一分子转导机制目前仍未被研究清楚。了解这一过程对于认识人类感受环境的方

式有巨大的帮助。同时，由于这一分子转导过程牵涉到许多与听力缺陷相关的基

因，对这一过程更深刻的认识也能帮助人们认识这些听力缺陷的成因，以助于预

防、治疗它们。 

果蝇作为一种常用的模式生物，其生活周期较短，基因操作方法十分成熟，

可以迅速便捷地进行基因敲除、基因标记等遗传学操作。同时，控制听觉器官发

育的关键基因以及编码听觉器官重要组成成分的基因从果蝇到哺乳动物是进化

保守的
[1]。这使得果蝇成为了研究听觉的重要模式生物。不论是用于大规模筛选

对听觉形成有重要作用的基因，还是用于进一步研究人类听觉相关基因的具体功

能与机理，果蝇与其他模式生物相比，均有极大的优势。因此，本课题选用果蝇

作为研究对象，希望对听觉形成过程中的机械力转导过程进行深入的研究。课题

选用果蝇幼虫而非成虫，原因在于近几年的研究证明果蝇幼虫同样可感受声音，

并且果蝇幼虫对于声音刺激有较为明显的反应，便于进行行为学实验[2]。 

目前，已知有三个 TRP家族蛋白参与了果蝇幼虫听觉的机械力分子转导过程，

分别为 NOMPC，IAV 和 NAN。其中，NOMPC 已被证明是一个机械力门控离子通道，

敲除 NOMPC的果蝇品系对较弱的声音刺激失去反应，但对较强的声音刺激仍有反

应[2]–[4]。IAV与 NAN被认为在体内形成异源二聚体，对听觉的转导过程十分重要，

敲除任何一个都会使果蝇对声音完全失去反应，但未有研究证明它们直接参与果

蝇听觉的机械力转导过程[4], [5]。如上所述，虽然人们已对果蝇听觉的转导过程有

了一定的认识，但如果要完全理解果蝇的听觉转导过程，还有许多问题需要解答，

如：NOMPC，IAV 和 NAN 在听觉转导过程中各自的作用以及互相之间的关系是怎

样的，是否存在除了 NOMPC以外的的机械力门控离子通道参与较强声音的机械力

转导过程，是否存在其他重要蛋白参与构成果蝇听觉感受的机械力感受器等等。 
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在预实验中，我们发现 PZL蛋白特异性地在果蝇幼虫的听觉神经元中表达。这种

特异性的表达形式可能意味着 PZL的功能与听觉神经元的特殊功能相关。听觉神

经元是果蝇幼虫体壁上特化以感受声音刺激的神经元，主要参与声音信号的转导

过程，上文提及的 NOMPC，IAV和 NAN均表达在听觉神经元中，因而我们猜测 PZL

蛋白很可能直接或间接参与了果蝇幼虫听觉的机械力转导过程，也有可能与

NOMPC，IAV 和 NAN 存在相互作用。而 PZL 蛋白的 cDNA 序列 3’端仍然未知，功

能尚不明，本研究首先通过分子生物学手段获取 PZL 蛋白的 cDNA 全长序列，此

后通过基因操作及行为学实验等实验手段进一步了解 PZL 蛋白的表达模式及功

能。 
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二、材料与方法 
2.1 材料 

2.1.1 果蝇品系 

w1118，62510，60501, UAS-mCD8-GFP, iav-Gal4：来自美国印第安纳大

学 Bloomington 果蝇中心(Bloomington Stock Center)。 

PZL-Gal4：来自中科院上海生科院生化与细胞所果蝇资源与技术平台 

2.2.2 载体与宿主菌 

本研究中使用的 pcDNA3.1, 载体骨架均来源于 Addgene。宿主菌 DH5

α感受态细胞购自天根生化科技有限公司 

2.2 试剂 

2.2.1 LB 培养基（胰蛋白胨 10g/L，酵母提取物 5g/L，NaCl 10g/L；用 NaOH 调

Ph 至 7.0。若配制固体培养基，再加入 15g 琼脂） 

2.2.2 TRIzol（Invitrogen） 

2.2.3 三氯甲烷（国药集团化学试剂公司） 

2.2.4 异丙醇（国药集团化学试剂公司） 

2.2.5 乙醇（国药集团化学试剂公司） 

2.2.6 TIANScriptⅡcDNA 第一链合成试剂盒（天根生化科技有限公司） 

2.2.7 PrimeSTAR MAX DNA Polymerase（TaKaRa） 

2.3 引物 

由上海华津生物科技有限公司合成，PAGE 纯化 

2.3.1 PZL 1-6481 克隆 

PZL 1 FOR：ATGGCCGAGCCTCTATTATTTATTAT 

PZL 1 REV 1911：ATCACATTGCAGAGTTGAGTGTAC 

PZL 2 FOR 1888：GTACACTCAACTCTGCAATGTGA 

PZL 2 REV 3715：TTTTCAATTATGGCAGCTCCCCT 

PZL 3 FOR 3369：TTGGAACTGTCTGATTGCTTTTAAT 

PZL 3 REV 6481：CATCGTAGTCCTTTATAAATTTTGC 

2.3.2 PZL 3’ RACE 
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QT：

CCAGTGAGCAGAGTGACGAGGACTCGAGCTCAAGCTTTTTTTTTTT

TTTTTT 

PZL race 3' 2：TATGGAATATGCCGCCACCTGATAAAGAAC 

PZL race 3' 3：GTTTCGCAAAGCAATTCCGACATTCTTCAA 

2.3.3 PZL pUAST 载体连接 

pUAST-PZL 5'：

TGAATAGGGAATTGGGAATTCGCCACCATGGCCGAGCCTCTATTATT

TATTA 

pUAST-PZL 3'：

GCTCACCATGGTGGCGGTACCATTTCGTTGAATACTTAGCTGGGAA 

2.4 仪器与设备 

2.4.1 果蝇 CO2 麻醉设备 

2.4.2 Olympus 体视镜 

2.4.3 Olympus 激光共聚焦荧光显微镜 

2.4.4 果蝇幼虫听觉行为学自动筛选设备 

2.5 软件及数据库 

2.5.1 Matlab R2016b 

2.5.2 Flybase: http://flybase.org 

2.5.3 Bloomington Drosophila Stock Center: http://bdsc.indiana.edu 

2.5.4 NCBI BLAST: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi 

2.6 实验方法 

2.6.1 果蝇幼虫总 RNA 提取及 RT PCR 

果蝇幼虫总 RNA 提取： 

匀浆处理：取果蝇幼虫 10 只，于液氮中磨碎，按 1mg 加 20ul TRIzol 比

例加入 TRIzol，研磨至研钵内匀浆可以流动。将匀浆样品室温静置 5 分

钟 4℃ 12000g 离心 10 分钟，取上清。每使用 1ml TRIzol 加入 0.2ml 三

氯甲烷，剧烈振荡 15 秒，室温静置 3 分钟。4℃ 12000g 离心 15 分钟，
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取无色水相。每使用 1ml TRIzol 加入 0.5ml 异丙醇沉淀水相中的 RNA，

室温静置 10 分钟。4℃ 12000g 离心 10 分钟，移去上清，注意不要扰动

管底及管侧胶状沉淀。用 75%乙醇洗涤 RNA 沉淀，每使用 1ml TRIzol

加入 1 ml 75%乙醇，4℃ 7500g 离心 5 分钟，移去上清。用 100%乙醇洗

涤 RNA 沉淀，每使用 1ml TRIzol 加入 1 ml 100%乙醇，4℃ 7500g 离心

5 分钟，移去上清。室温放置干燥 RNA，加入 25ul RNase-free 水溶解，-

80℃保存，取 5ul 跑胶检测 RNA 质量。 

RT PCR： 

参照 TIANScriptⅡcDNA 第一链合成试剂盒操作步骤。 

2.6.2 RACE 

按照 TIANScriptⅡcDNA 第一链合成试剂盒，使用 Oligo (dT)15 作为引物

合成 cDNA 第一链。以 QT 及 PZL RACE 3’ 3 为引物，cDNA 第一链为

模板做 PCR，取 PCR 反应产物 1ul。以第一次 PCR 反应产物为模板，以

QT 和 PZL RACE 3’ 2 为引物做 PCR，跑胶回收所得片段，测序后得到

所得片段序列。 

2.6.3 基于 UAS/Gal4 系统的 PZL 表达模式观察 

杂交 PZL-Gal4 品系果蝇（由 PZL 基因上游 2000bp 增强子序列组织特异

地启动 Gal4 蛋白的表达）与 UAS-mCD8-GFP 品系果蝇杂交，杂交第三

天去除成虫，待幼虫发育至三龄，取幼虫制水封片，于激光共聚焦显微

镜下观察荧光表达模式。 

2.6.4 果蝇幼虫听觉行为学实验 

取 w1118，60501，62510 果蝇三龄幼虫若干于硅胶板上，置于果蝇幼虫

听觉行为学自动筛选设备中，通过设备给予 80dB，500Hz 的声音刺激并

记录果蝇幼虫在声音刺激前的移动速度 V1，声音刺激后的移动速度

V2。通过 t-test 分析果蝇幼虫移动速度在声音刺激前后的变化，判断果

蝇幼虫是否对声音有明显反应。通过 t-test 分析突变型果蝇与野生型果蝇

的 V1 是否存在显著差别，判断基因突变是否影响果蝇幼虫的行动能

力。通过 t-test 分析突变型与野生型果蝇对声音的反应（
V1−V2
V1

）是否存

在显著差别，以判断基因突变是否影响果蝇幼虫对声音的反应。若突变
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型果蝇幼虫行动能力与野生型果蝇没有显著差别，而对声音的反应有显

著差别，则判断突变型果蝇幼虫的基因突变会影响果蝇的听觉感知。 
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三、研究结果 
3.1  果蝇 PZL 基因序列与 Piezo 蛋白家族序列一致性高 
3.1.1 PZL 基因 1-6481 的克隆 

为了解 PZL 基因可能的功能，从 cDNA 序列入手进行基因比对寻找一致

性高的已知蛋白是常用的手段。由于 PZL 基因在 flybase 数据库中只可查

询到部分 cDNA 序列（1-6481），为获得 PZL 全部 cDNA 序列、验证所的序

列与数据库一致并进行下一步的序列比对，决定对 PZL 基因的全长 cDNA

进行克隆。首先克隆已知的 1-6481 序列片段，由于片段过长，一次克隆全

长序列较困难，共分为三段（1-1911，1888-3737，3369-6481）进行克隆。

根据序列设计 PCR 引物后，通过 TRIzol 法提取 w1118 品系果蝇幼虫总

RNA，并通过 RT PCR，获得 PZL 基因 1-1911，1888-3737，3369-6481 的

cDNA 序列备用（如图一所示）。 

图 1. PZL 基因 cDNA 1-6481 片段的克隆。a：PZL 1-1911 cDNA 片段：泳道 1，
DNA Marker，分子量如左所示，泳道 2，PZL 1-1911 cDNA 片段。b：PZL 1888-3737 
cDNA 片段：泳道 1，DNA Marker，分子量如左所示，泳道 2，PZL 1888-3737 cDNA
片段。c： PZL 3369-6481 cDNA 片段：泳道 1，DNA Marker，分子量如左所示，

泳道 2，PZL 3369-6481 cDNA 片段 

 

3.1.2 PZL 基因 6481-6981 的克隆 

由于 PZL 基因 6481 之后的序列未知，选用 RACE（Rapid 

Amplification of cDNA Ends）方法进行克隆。首先提取果蝇总 RNA，利用

oligo dT 完成 cDNA 第一链合成，之后利用与已知序列 3’端末尾互补的引

物以及与 cDNA 3’端 polyT 互补的 polyA 引物对 PZL 3’端未知序列进行

克隆，并结合巢式 PCR 方法提高特异性，最终得到 PZL 基因 6191-

6981cDNA 片段（如图二所示）。 
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图 2. PZL 基因 cDNA 6191-6981 片段的克隆。泳道 1：DNA Marker，分子量如左

所示，泳道 2、3、4 均为 cDNA 6191-6981 cDNA 片段，PCR 退火温度分别为 68，
62，55℃ 

 

3.1.3 PZL 基因四片段克隆的拼接 

得到 PZL 基因 1-1911，1888-3737，3369-6481，6481-6981 四段 cDNA

片段后，利用四片段间的同源部分，采用 overlapping PCR 方法拼接所有

片段，得到 PZL 基因的完整 cDNA 片段并连接至 pcDNA3.1 载体测序、

保存。 

3.1.4 PZL 基因与 Piezo 蛋白家族序列一致性高 

通过 cDNA 序列，我们推测了 PZL 蛋白的多肽序列，并通过 Protein 

BLAST 工具与数据库中其它蛋白序列进行比对。经比对发现，PZL 蛋白

与果蝇 dmPiezo 蛋白序列一致性(Identical)达到 42%，与小鼠 Piezo1 及

Piezo2 蛋白序列一致性均达到 32%，与人 Piezo2 蛋白序列一致性达到

32%，与人 Piezo1 蛋白序列一致性达到 25%。此前，Piezo 家族蛋白已被

发现与机械力感受相关，小鼠与人中的 Piezo 家族蛋白以及果蝇中的

dmPiezo 蛋白均被证实是机械力门控离子通道的成孔亚基[6], [7]。而与小鼠

与人中存在两种 Piezo 蛋白不同，果蝇中只发现了一种 Piezo 家族蛋白

dmPiezo，此次新发现的 PZL 蛋白有可能即是果蝇中的另一个 Piezo 家族

蛋白。同时，与 Piezo 家族蛋白的一致性也说明 PZL 蛋白可能具有与

Piezo 蛋白家族类似的机械门控离子通道的性质。 
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3.2 PZL 蛋白于果蝇幼虫听觉神经元中特异性表达 

为进一步了解 PZL 的具体功能，我们决定探究其在果蝇幼虫中的表达

模式，由表达模式推测其可能的功能。通过分子克隆及转基因技术，我们

构建了转基因果蝇品系 PZL-Gal4，利用 PZL 基因的启动子驱动转录激活

蛋白 Gal4。将 PZL-Gal4 品系与 UAS-mCD8-GFP 品系杂交后，PZL 基因

启动子驱动下的 Gal4 可与 mCD8-GFP 的上游激活序列 UAS 结合后启动

mCD8-GFP 的表达，从而指导 mCD8-GFP 在有 PZL 蛋白表达的细胞中表

达。之后利用激光共聚焦显微成像技术，如图三所示，我们观察到了在果

蝇幼虫神经元 vchA/B，lch1 及 lch5 中存在的绿色荧光。而在此前的研究

表明 vchA/B，lch1 及 lch5 均为果蝇幼虫中重要的听觉感受神经元[8]。由

此我们确认了 PZL 蛋白在果蝇幼虫听觉神经元中的特异性表达。该特异

性表达说明 PZL 蛋白有可能在幼虫听觉转导过程中有一定功能。 

图 3. PZL 的蛋白于果蝇幼虫听觉神经元中特异性表达。a：lch1 细胞；b：lch5 细

胞；c：vchA/B 细胞。标尺均为 10 微米。 

 

3.3 PZL 蛋白敲低的果蝇品系幼虫听力未见明显受损 

为确认 PZL 基因是否与果蝇幼虫听觉转导过程相关，我们从

Bloomington 果蝇中心订购了 PZL RNAi 敲低果蝇品系 60501 及 62510。

60501 及 62510 品系均为 UAS-RNAi 品系，且其 siRNA 均靶向 PZL 基因，

以降低 PZL 蛋白的表达。首先将 60501 及 62510 品系果蝇与 iav-Gal4 果蝇

品系杂交，使靶向 PZL 基因的 siRNA 在听觉感受神经元中特异性表达（iav

启动子为听觉神经元特异性启动子）。通过行为学实验评估其听觉感受能

力，经测试，如图四 A 所示，iav-60501 及 iav-62510 品系果蝇与野生型果

蝇相比，行动能力均无明显变化，且均对声音刺激有较为明显的反应。如

图四 B 所示，iav-60501 及 iav-62510 果蝇品系对声音刺激的反应程度与野
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生型果蝇没有显著差别，说明果蝇 PZL 基因在幼虫听觉转导过程中没有重

要功能或 PZL 蛋白的功能较为冗余，敲低后的 PZL 蛋白量仍足以完成其生

理功能。在课题进行过程中，另一课题组的研究发现小鼠中 Piezo 蛋白在毛

细胞中有特异性表达，且 Piezo 蛋白在毛细胞中的敲除同样不影响小鼠听

觉，但有证据提示，Piezo 蛋白的敲除可能会对内耳毛细胞的损伤后修复造

成影响[9]。由此，我们怀疑 PZL 基因在果蝇幼虫听觉神经元中也具有类似

作用，但仍需更多实验探究。另外，若要彻底排除 PZL 蛋白在听觉分子转

导过程中的作用，还需进行 PZL 的敲除实验，彻底敲除 PZL 蛋白的表达并

进行行为学实验。

 
图 4. PZL 敲低果蝇品系对声音刺激的反应。WT：野生型果蝇，iav-60501 及 iav-
62510：PZL RNAi 敲低果蝇品系。A：PZL RNAi 敲低型果蝇的行动能力与野生

型果蝇比较无明显变化，且野生型果蝇与 PZL RNAi 敲低型果蝇均对声音有明显

反应；B：野生型果蝇品系与 PZL RNAi 敲低果蝇品系对声音的反应没有显著差

别。对声音刺激的反应计算方式为：声音刺激前后的果蝇幼虫爬行速度改变量/声
音刺激前的果蝇爬行速度 
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四、讨 论 
本研究首次通过 RACE 的方法得到了 PZL 基因的 cDNA 完整序列，为今后

于体外表达 PZL 蛋白并进一步探究其性质提供了参考，同时发现 PZL 蛋白多肽

序列与 Piezo 蛋白家族多肽序列一致性高，提示 PZL 可能是与 Piezo 蛋白家族

类似的机械力门控离子通道。此外，本研究利用 UAS/Gal4 系统得到了 PZL 蛋

白在果蝇幼虫中的表达模式，发现 PZL 蛋白在果蝇幼虫听觉神经元中特异性表

达，该特异的表达模式提示 PZL 蛋白的功能可能与果蝇幼虫的听觉相关。最后

利用果蝇幼虫的听觉行为学实验，本研究发现 PZL 蛋白的敲低不影响果蝇幼虫

对声音刺激的反应，提出两种可能的解释：极少量 PZL 蛋白即可完成其生理功

能或 PZL 蛋白在果蝇幼虫的听觉分子转导过程中没有重要的功能。 

在小鼠中 Piezo 家族蛋白 Piezo2 的研究中也有类似的情况发生：虽然

Piezo2 蛋白已被证明是机械力门控离子通道且在轻微触觉中起重要作用[10]，并

且研究发现 Piezo2 蛋白在内耳外毛细胞基部表达，然而 Piezo2 蛋白的敲除完全

不影响小鼠的听觉，而是影响了内耳外毛细胞的反向极化电流（reverse-polarity 

current）的产生[9]。反向极化电流仅存在于发育不完全以及受损伤的外毛细胞

中，且其生理意义不明，有研究猜测该电流与毛细胞的修复机制有关[9]。PZL

蛋白或许也不直接在听觉转导过程中发挥作用，而是在毛细胞发育或损伤修复

过程中起到作用，若要验证该假设，可以尝试进行果蝇幼虫听觉神经元的在体

全细胞记录，比较野生型果蝇与突变型果蝇的听觉神经元在接受刺激时电活动

的变化，以及听觉神经元受损情况下电活动的变化。另外，利用免疫组化方法

观察 PZL 蛋白的亚细胞定位信息也可以进一步提示 PZL 蛋白的功能。 

在本研究的基础上，还可以于体外表达 PZL 蛋白进行电生理记录以探究

PZL 蛋白是否具有机械门控型离子通道的相关性质，如是否可通过细胞贴附式

记录记录到通道的自发活动，是否可通过机械刺激激活通道开放等。另外，也

可尝试观察果蝇成虫中 PZL 蛋白的表达模式，并观察 PZL 敲低的果蝇成虫是否

存在行为学异常。 

本研究中主要存在 2 个缺陷：首先，利用 UAS/Gal4 系统观察 PZL 蛋白的

表达模式事实上是观察了 PZL 上游增强子的表达模式，不能真实地体现 PZL 蛋

白的表达模式，并且分辨率仅达到细胞层面，无法了解 PZL 蛋白的亚细胞定
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位。若先在体外表达 PZL 蛋白并制作抗体，利用免疫组化方法标记果蝇幼虫中

的 PZL 蛋白，则可更真实地反应 PZL 蛋白的表达模式及其亚细胞定位。其次，

用于进行听觉行为实验的果蝇品系均为 RNAi 品系，并非完全敲除品系，不能

完全抑制 PZL 蛋白的表达，若 PZL 蛋白冗余程度较高，极少量也能完成生理功

能，则敲除品系的行为学表型不明显无法说明 PZL 蛋白在听觉转导过程中没有

功能。如能利用 CRISPR/Cas9 技术敲除 PZL 基因，则更加完善。 
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